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　Bacteriocins are natural antibacterial peptides riboso-
mally biosynthesized by bacteria. Gassericin T which is a 
bacteriocin produced by many strains of Lactobacillus gas-
seri has a broad antibacterial spectrum against food spoilage 
and pathogenic Gram-positive bacteria; therefore, the bac-
teriocin and its producers are predicted for use as safe food 
preservatives. However, probiotic Lb. gasseri strains show 
poor growth and minimally produce gassericin T in food-
grade natural media such as reconstituted cheese whey, 
unlike in MRS broth. The growth of Lb. gasseri in reconsti-
tuted cheese whey was improved by adding proteose pep-
tone as a nutrient factor. The production of gassericin T in 
MRS broth was specifically inhibited by adding divalent 
metal cations, and then the inhibition was removed using a 
chelator of divalent cations, trisodium citrate dihydrate. 
The production of gassericin T in reconstituted cheese whey 
was also restored by adding trisodium citrate dihydrate, and 
the activity was enhanced by a surfactant, Tween 80. In 
addition, trisodium citrate dihydrate led to over-production 
of and synergistic antibacterial effect with gassericin T. In 
this study, we developed a cheese whey-based medium 
containing proteose peptone, trisodium citrate dihydrate 
and Tween 80 for gassericin T production. The developed 
food-grade medium may contribute to the effective use of 
some bacteriocins from probiotic lactic acid bacteria for 
biopreservation of foods.
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緒　　　言
　食品がその機能を十分に発揮するためには，食品の安
全性を確保することが最低限必要である．食品に対する
ナチュラル志向が高まる現代において，過度の加熱処理
や化学合成された保存料の不適切な添加は，消費者に強
く敬遠される傾向にある．そこで近年，長く人類に親し
まれてきた天然由来の抗菌物質「バイオプリザバティブ」
を利用した保存法「バイオプリザベーション」が人々の
関心を集めている．中でも，食経験豊かな乳酸菌の生産
する抗菌ペプチド「バクテリオシン」は有効なバイオプ
リザバティブの１つとして考えられており，その食品利
用が期待されている1)．その代表例として，世界50ヶ国
以上で使用されているLactococcus lactis subsp. lactis
の生産するバクテリオシン「ナイシンA」が2009年に我
が国でも食品添加物として新規指定されたことは記憶に
新しい．
　バクテリオシンは，細菌の遺伝情報に基づいてリボソ
ーム上で生合成される分泌型抗菌ペプチドの総称で，一
般的に㏗や熱に対する安定性に優れ，微量で高い抗菌活
性を示すことが知られている1)．これらの特徴は，過酷
な加工処理を要する多様な食品において，風味への影響
を小さく抑えたままで，乳酸菌バクテリオシンの有効利
用が可能であることを表している．また，摂取後に消化
管内で容易に分解されるペプチド性であることは，乳酸
菌バクテリオシンの優位性を高めている１つの要因とな
っている．さらに，比較的高分子で構造の多様性に富み，
耐性菌の出現頻度が極めて低い1)ことは，乳酸菌バクテ
リオシンの安全性を語る上で重要なポイントとなってい
る．
　ヒトや家畜の腸内優占菌種であるLactobacillus gas-
seri は，経口摂取により宿主の健康に有益な効果をもた
らす安全なプロバイオティクスとして広く認知されてい
る．多くのLb. gasseri 菌株は，二成分性のバクテリオシ
ン「ガセリシンT（gassericin T, GT ; GatA, GatX）」を
生産し，その遺伝情報は染色体上にコードされているこ
とが明らかになっている2,3)．GTは，熱や㏗に非常に安
定で，乳酸菌だけでなく，Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes および Staphylococcus aureus などのグ
ラム陽性病原細菌に対しても高い抗菌効果を有する4,5)
ことから，食品への有効利用が期待されている．しかし，
Lb. gasseri は，還元チーズホエ （ーreconstituted cheese 
whey, RCW）などの安価で食品利用可能な培地中で生
育が緩慢で，GT生産性に乏しいことが知られる6)．そこ
で本研究では，Lb. gasseri の生育性を改善したRCW基
礎培地を用いて，食品利用可能なGT生産法を構築する
こととした．
材料および方法
使用菌株，培地，および培養条件
　GT生産菌株には，ヒト（６ヶ月齢♀）糞便より単離
したLb. gasseri JCM 11064を用いた．バクテリオシン
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活性測定に用いる指標菌には，Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus JCM 1002T を用いた．両菌株は，乳酸桿菌用
のMRS培地（Difco）にて37℃, 18 hの経代培養を３回
行った後に各試験に供した．RCW（よつ葉乳業）におけ
る培養も同様に行い，生育促進成分には0.5ｵ(w/v)プロ
テオースペプトン（proteose peptone, PP ; Difco）を用
いた．両菌株の生育性は，培養液の㏗もしくはOD600に
おける濁度を測定することにより観察した．
バクテリオシン活性測定
　バクテリオシン活性測定は，JCM 1002T 株を指標菌と
した寒天拡散法（agar-well diffusion method）2)にて行っ
た．試験液となる培養上清は，培養液を遠心分離（5,000 
g, 10min,４℃）した後に，ディスクフィルター（孔径
0.20もしくは0.45μm, アドバンテック東洋）を用いた
膜ろ過により回収した．試験液の段階希釈には，滅菌済
み50 ﾋリン酸緩衝液（㏗ 6.8）を用いた．バクテリオシ
ンの活性値は，生育阻止円の認められた最も低い希釈度
の逆数と定義し，その単位をArbitrary Unit（AU）で表
した．
ガセリシンT生産に及ぼす二価金属イオンの影響
　GT生産に及ぼす二価金属イオンの影響は，各種二価
金属塩〔CaCl2, CaCO3, Ca(CH3COO)2, MgCl2, MgSO4, 
MnSO4およびFeSO4 ; 1 ﾋ〕をそれぞれ添加した培地中
で JCM 11064株を培養し，得られた培養上清の抗菌活性
を測定することにより試験した．また，二価金属イオン
濃度による影響は，１，２，３，５および10 ﾋMgSO4
を添加したMRS培地を用いることで試験した．
ガセリシンT活性に及ぼす二価金属イオンの影響
　GT活性に及ぼす二価金属イオンの影響は，JCM 
11064株のMRS培地培養上清（GT溶液）を10 ﾋMgSO4
を含む50 ﾋリン酸緩衝液（㏗ 6.7）を希釈液とした活性
測定に供することで試験した．対照の希釈液には，50 ﾋ 
リン酸緩衝液（㏗ 6.8）を用いた．
クエン酸三ナトリウムによるガセリシンT生産の回復
　GT生産の回復は，10 ﾋMgSO4を含むMRS培地に食
品添加物規格の二価金属イオンキレート剤であるクエン
酸三ナトリウム二水和物（trisodium citrate dihydrate ; 
TSC）を添加することにより試験した．10, 20, 30, 50お
よび100 ﾋ TSCを添加した培地にて JCM 11064株を培
養した後，培養液（無添加を含む）のTSC終濃度を100
ﾋに調整し，培養上清の抗菌活性を測定した．
　GTと TSCの相乗的な抗菌効果は，JCM 11064株の
MRS培地培養上清（GT溶液）に終濃度10，20，30，50
および100 ﾋ TSCを添加することにより検証した．
　TSCを用いた PP-RCWからの GT生産の回復は，
PP-RCWに10，50および100 ﾋ TSCを添加することで
行った．さらに，GT活性を高める目的で，100 ﾋ TSC
を含む PP-RCWに食品添加物規格の各種界面活性剤
（Tween 80, モノオレイン酸グリセリル, モノオレイン
酸ソルビタン, 卵黄レシチン）を0.1ｵ（w/v）濃度で添
加し，JCM 11064株を培養した． 
in situ 抗菌活性測定によるガセリシンTの検出
　培養上清中の抗菌活性本体がGTであることは，培養
上清を SDS-PAGEに供した後の in situ 抗菌活性測定2)
により確認した．in situ 抗菌活性測定では，まず，泳動
後の SDS-PAGEゲルを固定・洗浄した．固定には20ｵ 
（v/v）メタノールおよび10ｵ（v/v）酢酸を含む混合液
を用い，洗浄には蒸留水を用いた．次に，洗浄後のゲル
上に指標菌 JCM 1002T 株を含んだMRS軟寒天培地を重
層し，37℃, 18 h 培養した．培養後，指標菌の生育阻止
帯の位置によってGTの存否を確認した．
結果および考察
改良チーズホエーにおける Lb. gasseri JCM 11064の生
育性とガセリシンT生産性
　RCWにおいてLb. gasseri JCM 11064は良好に生育
しなかったが，PP を添加することによりMRS培地と同
等の生育性を獲得した（データは示していない）．各種ア
ミノ酸，核酸，糖，ビタミンおよびミネラルをRCWに
添加しても生育性の改善は見られなかったが，PP と同
様にペプチド成分の混合物である酵母エキスを添加した
場合のみ生育性の回復が見られた（データは示していな
い）．これらの結果は，Lb. gasseri JCM 11064の生育に，
遊離アミノ酸ではなく，ペプチド態が必須であることを
示唆していた．同様の傾向は，Lb. gasseri の異なる株や
異種のいくつかの腸管由来乳酸桿菌においても見られた
（データは示していない）．
　一方で，良好な生育性は確認されたものの，PP-RCW
培養上清にはGT活性がほとんど検出されなかった．こ
の要因には，GT生産もしくは作用における何らかの成
分が不足している，または何らかの成分がそれらを阻害
している可能性が考えられた．そこで，GT活性を十分
に提示するMRS培地成分を PP-RCWに添加すること
でGT生産もしくは作用の回復を試みた．しかし，培養
上清にGT活性の回復は検出されなかった（データは示
していない）．この結果は，GT生産もしくは作用が
PP-RCW中の何らかの成分によって阻害されているこ
とを示唆していた．
二価金属イオンによるガセリシンT生産の阻害
　MRS培地と比較して PP-RCW中に多量に含まれる
二価金属イオンのGT生産への影響を調べるために，
MRS培地に二価金属塩を添加し，Lb. gasseri JCM 11064
を培養した（いずれの二価金属塩の添加の場合も菌の生
育に有意な差は認められなかった）．その結果，CaCO3を
除く二価金属塩〔CaCl2, Ca(CH3COO)2, MgCl2, MgSO4，
MnSO4およびFeSO4；1 ﾋ〕の添加によって，培養上清
中のGT活性は19-37ｵに減少することが明らかとなっ
た（Fig.１）．しかし，水への溶解性が極端に低く，二価
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金属イオンを遊離しにくいCaCO3の添加では，GT活性
が90ｵ維持された（Fig.１）．このことから，GT生産も
しくは作用の阻害は，不溶性の二価金属塩ではなく，可
溶性の二価金属イオンによって起こることが見出され
た．また，添加した二価金属イオン（MgCl2）濃度の上
昇に従って培養上清のGT活性が低下したことから，二
価金属イオンによるGT阻害は濃度依存的であることが
明らかとなった（Fig.２）．一価金属イオン（Na+および
K+）による有意なGT阻害は確認されなかった（データ
は示していない）．
　次に，二価金属イオンの阻害がGT生産に対するもの
か，GT作用に対するものか調べるために，MRS培地培
養上清（GT溶液）に二価金属イオン（10 ﾋMgSO4）を
添加し，活性測定を行った．その結果，GT活性に増減
はなく（データは示していない），GT作用は二価金属イ
オンに影響されない，つまり，GT生産が二価金属イオ
ンにより阻害されることが明らかとなった．
クエン酸三ナトリウムによるガセリシンT生産の回復
　二価金属イオンによるGT生産阻害を再確認するため
に，キレート剤TSCを10，20，30，50および100 ﾋの濃
度で10 ﾋMgSO4を含むMRS培地に添加した．その結
果，30 ﾋ TSCの添加により，MgSO4を添加していない
MRS培地と同等まで生産性が回復した（Fig.３）．この
ことより，GT生産が，二価金属イオンにより阻害され，
キレート剤TSCの添加により回復することが確認され
た．また，50 ﾋ TSCを添加した培地において，添加し
ていない場合の２倍のGT活性が検出された（Fig.３）
ことから，一定量以上のTSC添加で GTの過剰生産が起
こることが示唆された．これは，添加したMg2+だけで
なく，MRS培地中に元々存在していた余分な二価金属イ
オンをTSCがキレートしたために，GT生産の促進が起
きたものと考えられる．また，TSCにより生産菌 JCM 
11064の細胞膜の透過性が上昇し，多量にGTが分泌した
可能性も考えられた．ただし，100 ﾋ TSCを添加した培
地では，TSC自体の抗菌作用7)により JCM 11064の生育
が不十分になり（データは示していない），結果的にGT
の生産量の低下が見られた（Fig.３）．二価金属イオンと
TSCによるGT生産の阻害と回復は，SDS-PAGE後の
in situ 抗菌活性測定においても確認された（Fig.４a）．
二価金属イオンによる生産阻害は他のいくつかのバクテ
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Fig. 1 Effect of divalent metal salts on GT production.
Lb. gasseri JCM 11064 was cultivated in MRS broth alone 
or MRS broth containing 1 ﾋ of the metal salts indi-
cated.
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Fig. 2 Effect of divalent metal cation (Mg2+) concentration on 
GT production.
Lb. gasseri JCM 11064 was cultivated in MRS broth alone 
or MRS broth containing 1, 2, 3, 5, or 10 mM MgSO4.
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Fig. 3 Effect of TSC on restoration of GT production.
Lb. gasseri JCM 11064 was cultivated in MRS broth 
alone, MRS broth containing 10 ﾋ MgSO4, or MRS broth 
containing 10 ﾋ MgSO4 and 10, 20, 30, 50, or 100 ﾋ 
TSC. Before assays, each culture supernatant was 
adjusted to a final TSC concentration of 100 ﾋ.
リオシンで既に報告されている8,9)が，それらはいずれも
特定のイオン（Mg2+, Ca2+もしくはMn2+）に限定されて
おり，試験した全ての二価金属イオン（Mg2+, Ca2+, Mn2+
およびFe2+）に生産阻害を受けた例はGTが初めてであ
る．二価金属イオンによるバクテリオシン生産阻害のメ
カニズムに関しては不明であるが，Salmonella sp.に見
られるような二価金属イオンによる二成分制御系を介し
た転写制御10)の可能性が考えられる．Salmonella sp.で
は，細胞外の二価金属イオンが低下すると，センサーの
役割を担うヒスチジンキナーゼ PhoQがそれを感知し，
レスポンスレギュレーター PhoP をリン酸化し，下流遺
伝子の転写活性化を促す．逆に，細胞外の二価金属イオ
ン濃度が上昇すると，PhoQ が PhoP のリン酸化を停止
することによって，下流の遺伝子転写が抑制される．現
在，この PhoP-PhoQ 系を参考に，GTにおける生産制御
メカニズムを明らかにしようと試みている．
　TSCは弱いながらも抗菌活性を示すことが知られて
いる7)．そこで，GTと TSCの相乗効果を検証するため
に，JCM 11064株のMRS培地培養上清（GT溶液）に
TSCを添加し，抗菌活性測定を行った．その結果，50お
よび100 ﾋ TSCを GT溶液に加えた場合において，両者
の相乗効果が確認された（Fig.５；100 ﾋ TSCのみの抗
菌活性は寒天拡散法では検出されなかった）．この相乗効
果は，TSCにより脆弱化した標的細菌の細胞膜に，孔形
成作用のあるGTが作用したためと考えられる．
　最後に，食品利用可能な PP-RCWにおけるGT生産
を実現するために，10, 50および100 ﾋ TSCを PP-RCW
に添加し，JCM 11064株を培養した．すると，100 ﾋ TSC
を添加したときにMRS培地培養時の半分の活性が培養
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A B
Fig. 4 In situ bacteriocin activity assay after SDS-PAGE of the culture supernatants of Lb. gasseri JCM 11064 cultivated in modified 
MRS broth (A) and PP-RCW (B).
Lanes : M, molecular weight markers; 1, MRS culture supernatant (GT control); A2, MRS+10 ﾋ MgSO4 culture supernatant ; 
A3, MRS+10 ﾋ MgSO4+30 ﾋ TSC culture supernatant ; A4, MRS+10 ﾋ MgSO4+50 ﾋ TSC culture supernatant ; B2, 
PP-RCW culture supernatant ; B3, PP-RCW+100 ﾋ TSC culture supernatant ; and B4, PP-RCW+100 ﾋ TSC+0.1% (w/v) 
Tween 80 culture supernatant. Clear zones at approximately 5,500 Da show that GT inhibits the growth of indicator strain. 
GatA and GatX are gassericin T components.
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Fig. 5 Synergistic antibacterial activity of GT and TSC.
The tested solutions on the agar-well diffusion assay were 
prepared by adding TSC to GT solution (the culture 
supernatants of Lb. gasseri JCM 11064 cultivated in MRS 
broth) to final concentrations of 10, 20, 30, 50, or 100 
ﾋ. No antibacterial activity was detected for TSC by 
itself at concentrations up to 100 ﾋ.
上清から検出され，さらに，界面活性剤0.1ｵ(w/v) 
Tween 80を追加添加したときにMRS培地培養時と同
等の活性が検出された（Fig.６；試験に用いた他の界面
活性剤は効果を有していなかった）．PP-RCW培養時に
おけるGTの非生産とTSC添加によるGT生産の回復
は，SDS-PAGE後の in situ 抗菌活性測定においても確
認された（Fig.４b）．以上より，PP-RCWにおける主要
なGT生産阻害因子が二価金属イオンであることが示さ
れ，TSC（さらにTween 80）の添加によって PP-RCW
が食品利用可能なGT生産用培地となることが見出され
た．本培地は，GTの食品利用だけでなく，チーズ製造
の際の副産物である余剰のRCWを有効活用できるとい
う副次的な利点も有している．また，PP-RCW中の二価
金属イオンがGT生産を調節することを見出した点は，
GTのバイオプリザバティブとしての利用を可能にした
だけでなく，GT生産菌Lb. gasseri のプロバイオティク
スとしての利用性を高めることに繋がると考えられる．
なぜなら，GT生産のコントロールが，発酵乳製品中で
のスターター乳酸菌とGT生産菌（プロバイオティクス）
の共培養を可能にするからである．実際に，GT生産菌
Lb. gasseri SBT 2055が，Streptococcus thermophilus，
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus および Bifidobac-
teri um longumとの共培養の後に，経口摂取でヒト腸管
に到達したという報告がある11)一方で，SBT 2055株が腸
内細菌叢の構成と代謝を変化させ，糞便の性質に影響を
与えたという報告がある12)．この SBT 2055株の in vivo
効果は，共培養中にGTが生産されなかったことと，腸
内で生産されたGTによる腸内細菌叢への影響が関与し
ている可能性が考えられる．
　本研究では，プロバイオティック乳酸菌Lb. gasseri の
バクテリオシン（GT）生産が二価金属イオンによって制
御されていることを明らかにした．また，乳関連培地中
で生産されなかったGTを，Lb. gasseri 生育促進因子プ
ロテオースペプトンと二価金属イオンキレート剤TSC
の添加によって，RCW中で十分に生産させることに成
功した．本研究で開発した食品添加物規格の培地を用い
ることによって，GTおよびその生産菌をバイオプリザ
バティブとして食品利用することが可能となった．本研
究で明らかにした知見および開発培地が，今後のプロバ
イオティック乳酸菌とそのバクテリオシンの利用拡大に
貢献するものと期待している．
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